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SHORT COMMUNICATION

Isolierung und Zihlung von Bodenactinomyceten auf
Erdplatten mit Membranfiltern

(With a summary)

Seit der Entdeckung der Antibioticabildung durch Actinomyceten sind
zahlreiche Verfahren fiir ihre Anreicherung und Isolierung beschrieben wor-
den 4. Eine Anreicherung wird hdufig durch die Zugabe selektiv wirkender
Stoffe zum Boden, die Schaffung besonders giinstiger 6kologischer Bedingun-
gen oder den Zusatz von Substanzen, die auf andere Organismen hemmend
wirken, vorgenommen. Wenn Inhibitoren verwendet werden, besteht jedoch
die Moglichkeit, dal ebenfalls bestimmte empfindliche Actinomyceten im
Wachstum beeintriachtigt werden. Deshalb wire ein Verfahren anzustreben,
das eine einfache rdumliche Abtrennung der Actinomyceten von anderen Or-
ganismen bewirkt, ohne zundchst durch zu spezifische Erndhrungs- und Um-
weltbedingungen das Mikroorganismenspektrum einzuengen. In einer frithe-
ren Arbeit 5 wurde bereits festgestellt, daB ein Teil der Bodenactinomyceten
Membranfilter von bestimmter Porenweite innerhalb von 6 Tagen makrosko-
pisch sichtbar durchwéchst, wihrend gleichzeitig anwesende Bakterien zu-
riickgehalten werden. An diese Beobachtung kniipfen die nachfolgend be-
schriebenen Untersuchungen an.

Methodik

Die Zahlung und Isolierung der Actinomyceten erfolgte nach vorheriger
Verdiinnung der Bodenprobe in sterilem aqua dest. Fiir den verwendeten
humosen Sandboden erwies sich die Verdiinnungsstufe 1:10-5 als geeignet. Von
dieser Verdiinnung wurden je 1 ml durch sterile Membranfilter von 50 mm
Durchmesser und 0,3 Mikron mittlerer Porenweite filtriert und die Filter ver-
schiedenen Actinomycetenndhrbdden zur Bebriitung aufgelegt. Daneben sind
von der gleichen Bodenverdiinnung Zahlungen nach dem PlattenguB8verfah-
ren vorgenommen worden. Die verwendeten &dhnlich zusammengesetzten
Medien haben folgende Zusammensetzung, (Sehe Seite 286).

Zum Teil wurde diesen Substraten noch 10% Komposterde zugesetzt. Das
erdhaltige Substrat mufite vor dem AusgieBen in Petrischalen kriftig ge-
schiittelt werden, um eine gleichm#Bige Verteilung der Erdpartikel zu er-
reichen. Weitere Angaben iiber solche ‘Erdplatten’ finden sich an anderer
Stelle 5. Fiir das Plattenguf3verfahren kamen die Medien stets ohne Erdzu-
satz zur Anwendung. Alle Bestimmungen der Actinomycetenzahl erfolgten
mit je 5 Parallelen.
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Substrat I Substrat 1T

KNO3 1 g KNO3 2 g
KoHPO, 0,5 g KzHPO4 2 g
MgS0O4-7H0 | g MgSO4-7HO 0,05¢g
NaCl 05 g Na(Cl 2 g
FeSO4-7H0  0,018¢ FeSO4-7HO 0,01 g
Stirke 20 g Stérke 10 g
Agar 15 g Casein 03 g
aqua dest. 1 1 Agar 15 g

aqua dest. 11

Evgebnisse

Zihlung und Isolierung von Actinomyceten. Die Halfte der Mem-
branfilter wurde dem Nihrboden ‘normal’ aufgelegt, so daB die sterile Seite
des Filters das Substrat berithrte. Die anderen Membranfilter wurden ‘umge-
kehrt’ aufgelegt, wobei die organismenbesetzte Seite dem Substrat zugewandt
war, Im ersten Fall wuchsen neben Actinomyceten zahlreiche Bakterien-
kolonien auf der Filteroberfliche, wihrend bei den umgekehrt aufgelegten

Abb. 1. Obere Reihe links: Membranfilter umgekehrt auf Substrat I + Erde
aufgelegt. Es sind nur Actinomyceten gewachsen. Mitfe: Mem-
branfilter normal auf Substrat I - Erde auigelegt. Neben Acti-
nomyceten haben sich noch zahlreiche Bakterienkolonien ent-
wickelt. Rechts: PlattenguB mit Substrat I. Es ist schlecht zwi-
schen Actinomyceten und Bakterien zu unterscheiden.

Untere Rethe, ebenso mit Substrat II,



SHORT COMMUNICATION 287

Membranfiltern sich zunichst alle Kolonien zwischen Filter und Substrat ent-
wickelten. Erst im weiteren Verlauf des Wachstums durchdrangen die Actino-
myceten allméhlich das Filter und bildeten auf der sterilen substratabge-
wandten Seite neue Kolonien. Die Bakterien wurde durch das Membranfilter
zuriickgehalten, so daf3 die Actinomyceten vollstindig von den Bakterien ge-
trennt waren (Abb. 1). Damit wurde ohne die Verwendung eines streng selek-

TAB. 1
Zahl der Acti~
Substrat nomycetenkolo-
nien je Platte
I 4 Erde 356
1 1 !
) normal aufgelegt 11 4 Frde i
Membranfilter
umgekehrt aufgelegt I + Erde 36,6
i seles IT + Erde 35,2
I 25,4
B 3y
Plattengu I e

tiven Substrats und ohne den Zusatz von Antibiotica eine Abtrennung der
Actinomyceten von den iibrigen Mikroorganismen erreicht, so dal sich die
Isolierung von den Oberflichenkolonien der bakterienfreien Seite leicht
vornehmen lie3. Das unterschiedliche Auflegen der Filter hatte nach 13tigiger
Bebriitung keinen Einflu3 auf die Zahl der Actinomyceten (Tab. 1). Dagegen
reicht eine kiirzere Inkubation (6 Tage), wie sie in fritheren Versuchen ange-
wendet wurde 5, fiir einige Actinomyceten zum Durchdringen des Filters of-
fenbar nicht aus. Hinsichtlich ihrer Eignung fiir das Actinomycetenwachstum
waren zwischen beiden Substraten keine Unterschiede festzustellen. Die Zu-
gabe von Erde jedoch, die mit der Anwendung von Membranfiltern méglich
wurde, forderte des Actinomycetenwachstum in beiden Substraten betricht-
lich und intensivierte gleichzeitig ihre Pigmentierung. Wenn Membranfilter
normal aufgelegt werden bilden Actinomyceten aullerdem sehr bald Luftmy-
cel, welches ihr Erkennen wesentlich erleichtert. Demzufolge geniigt fiir die
Auszdhlung solcher Membranfilter auf Erdplatten eine 6tdgige Inkubation.
Giinstig ist aullerdem das geringe Seitenwachstum der Actinomyceten auf
Membranfiltern, wodurch sie sich bei steigender Koloniendichte gegenseitig
wenig in ihrer Entwicklung hemmen. Demgegeniiber wachsen Actinomyceten
in GuBplatten um so langsamer, je mehr Kolonien sich in einer Platte befinden.
Aus diesem Grunde und auch deshalb, weil sich die meisten Kolonien zunichst
im Agar entwickeln, wird das Luftmycel spater als auf Membranfiltern gebil-
det, so daB GulBiplatten fiir die Auswertung mindestens die doppelte Bebrii-
tungszeit erfordern.

Selektionbacteriostatischwirksamer Actinomyceten. Da bei der
Membranfilter-Methode die Organismen an einer (Filter)oberfliche wach-
sen, lassen sich, in Gegensatz zu GuBplatten, alle Kolonien gleichzeitig durch
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Abstempeln i bertragen. Die feste Konsistenz der Actinomyceten ermdoglicht
das Abstempeln auf verschiedene Weise:

1. Das bewachsene Filter wird mit Pinzetten kurz auf andere Nihrboden auf-
gelegt.

2. Das Filter wird tiber einen Zylinder gespannt, der als Stempel dient und so
das Wuchsmuster durch Abdruck iiberimpft.

3. Anstelle des bewachsenen Membranfilters 148t sich, nach einer in der Li-
teratur beschriebenen Methode 3, Samt iiber einen Stempel ziehen. Der
Samt wird mit der Oberfliche des Membranfilters in Beriithrung gebracht
und anschlieBend das aufgenommene Muster auf andere Nahrboden iiber-
tragen.

Das Abstempeln der Actinomyceten erfolgt zunéichst auf einen Actinomy-
cetenagar dann auf einen Bakterienagar und schlieBlich auf einen Bakterien-
agar, dem Testbakterien zugesetzt sind. Mit dem sterilen Bakterienagar wird
iberpriift, ob die Filteroberfliche bakterienfrei war. Wenn im Verlauf der
Inkubation um die wachsenden Kolonien Hemmzonen sichtbar geworden
sind, kann die Auslese der bacteriostatisch wirksamen Actinomyceten erfol-
gen. Sie sind wahlweise von den Testplatten oder den auf dem Actinomy-
cetenagar wachsenden Kolonien zu isolieren.

Summiary

A technique is described to separate actinomycetes from other micro-orga-
nisms with membrane filters on soil plates. A measured quantity of soil dilu-
tion was passed through a membrane filter and the filter with the adhering or-
ganisms was placed upside down on a medium provided with soil. After an in-
cubation period of two weeks all actinomycetes had penetrated the filter
developing colonies on the sterile surface, whereas the other organisms were
retained by the filter. By this procedure the counting and isolation of actino-
mycetes has been facilitated. The selection of bacteriostatic active forms is
practicable by stamping the crowded filter on a medium that contains test
bacteria.
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